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1. Resumen 
 
Chile es el principal país productor y exportador de cerezas del hemisferio sur. Sin 
embargo, la integridad del árbol y conservación de la calidad de frutos se encuentran amenazados 
por infecciones de patógenos. El principal problema fitosanitario en cerezo (Prunus avium) es el 
cáncer bacteriano debido a su severidad y difícil control, siendo Pseudomonas syringae pv. 
syringae (Pss) el agente causal en Chile. Un segundo patovar, Pseudomonas syringae pv. 
morsprunorum (Psm) se establece ausente en el país; no obstante, su inserción y la participación 
de otras especies de Pseudomonas syringae (Ps), Pseudomonas spp y otros fitopatógenos en la 
patogenicidad y epidemiología de la enfermedad es una posibilidad. Debido a que Chile posee 
reducidos problemas patológicos en árboles de cerezo, existe la necesidad de aislar e identificar 
estos potenciales fitopatógenos. En el presente trabajo, se propuso el objetivo de identificar 
bacterias del género Pseudomonas en muestras de cáncer de cerezo, a través de una 
caracterización fenotípica y genotípica de las cepas aisladas. Desde muestras de árboles de 
cerezo con síntomas de cáncer bacteriano, se aislaron cepas similares macroscópica y 
microscópicamente a Pseudomonas spp, mediante siembra y observación de fluorescencia en 
medio King B, tinción de Gram, y pruebas bioquímicas de citrato, indol, movilidad, TSI, ureasa y 
por medio del sistema API 20E. Para la identificación de Pss, se realizó un bioensayo de 
siringomicina al sembrar las cepas seleccionadas y una especie susceptible a la toxina en medio 
PDA. Para la caracterización genotípica, se extrajo el DNA de las cepas seleccionadas y se 
realizó PCR para la detección de los genes rRNA 16S propio de Pseudomonas spp, una región 
conservada de especies de Ps y los genes syrB y cfl para la identificación de los patovares Pss y 
Psm, respectivamente. Como resultado, se aislaron 22 cepas, donde 8 de éstas se detectaron 
como Pseudomonas spp mediante la caracterización fenotípica, lo cual fue corroborado por medio 
de PCR. De éstas, 3 cepas fueron identificadas como Ps, pero ninguna cepa fue identificada como 
Pss o Psm, pudiendo tratarse de Ps no patógenas para cerezo. Los genes syrB y cfl fueron 
detectados en cepas que no fueron identificadas como Ps ni Pseudomonas spp, de lo cual se 
infiere una posible transferencia horizontal de los factores de virulencia hacia estas cepas. Si bien, 
especies de Ps pueden ser comensales, existe la posibilidad de adquisición de virulencia, o 
presentar patogenicidad para otras especies vegetales. 
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Abstract 
 
Chile is the main producer and exporter of cherries in the south hemisphere. However, the 
integrity of the tree and fruit quality conservation are threatened by pathogen infections. The main 
phytosanitary issue in cherry trees (Prunus avium) is bacterial canker due to its severity and 
difficult control, where Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) is the causal agent in Chile. A 
second pathovar, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Psm) is stablished to be absent in 
our country; nonetheless, its insertion and participation of other Pseudomonas syringae (Ps), 
Pseudomonas spp species and other phytopathogens in the pathogenicity and epidemiology of 
the disease is a possibility. Because Chile has reduced pathological problems in cherry trees, 
there is a need to isolate and identify these potential phytopathogens. In the present work, the 
objective of identifying bacteria of the Pseudomonas genus in cherry bacterial canker samples 
was proposed, through a phenotypic and genotypic characterization of the isolated strains. From 
cherry tree samples with bacterial canker symptoms, strains similar macroscopic and 
microscopically to Pseudomonas spp were isolated by culturing and observing fluorescence in 
King’s B medium, Gram staining, and citrate, motility, TSI, urease and API 20E biochemical tests. 
To identify Pss, a syringomycin bioassay was carried out by culturing the selected strains and a 
susceptible species to the toxin in PDA medium. For the genotypic characterization, the DNA of 
the selected strains was isolated and a PCR amplification was carried out to detect the 
Pseudomonas spp rRNA 16S gene, a conserved region of Ps species and the syrB and cfl genes 
for the identification of the Pss and Psm pathovars, respectively. As result, 22 strains were 
isolated, where 8 of these were detected as Pseudomonas spp by phenotypic characterization, 
which was corroborated by PCR. Of these, 3 strains were identified as Ps, but neither was 
identified as Pss or Psm, which could be Ps that are nonpathogenic for cherry. The syrB and cfl 
genes were detected in strains that were not identified as Ps nor Pseudomonas spp, from which 
a possible horizontal transfer of virulence factors towards these strains is inferred. Although, Ps 
species could be commensals, there is possibility of virulence acquisition, or present pathogenicity 
towards other plant species.  
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2. Introducción 
 
Chile se destaca como exportador de fruta fresca, siendo líder mundial en la exportación 
de frutas como uva de mesa y arándanos. La superficie frutícola nacional alcanza más de 294.000 
hectáreas, donde el sector produce unos 5 millones de toneladas de fruta y de las cuales se han 
exportado cerca de 2.4 millones de toneladas según lo reportado en agosto del presente año, 
estimando ganancias de más de 4,000 millones de dólares anuales por parte de este rubro 
(Villagrán, 2018). En el ranking de exportaciones totales de fruta fresca en Chile, en el mes de 
mayo del presente año 2018, se registró que se tiene en primer lugar a la uva de mesa, seguido 
de las cerezas, manzanas, arándanos, nueces y palta (Salinas, 2018).  
En relación a la exportación de cerezas, estas desplazaron a las manzanas, logrando 
184.809 toneladas exportadas en las temporadas del 2017/18, generando un alza del 79% en 
comparación a la temporada 2014/15, lo que significó ganancias de 839,4 millones de dólares 
entre los meses de noviembre y marzo (Salinas, 2018). Chile es el principal país productor y 
exportador de cerezas del hemisferio sur con un 96% de participación y el cuarto a nivel mundial, 
siendo un producto importante en la fruticultura al existir una gran demanda por parte de países 
del hemisferio norte. De las exportaciones totales de cerezas que ingresan a China, Chile 
constituye el 67.5% de participación, siendo el principal exportador hacia este país (Alcaino, 
2018).  
Las cerezas son un importante producto en nuestro país, sin embargo, la integridad del 
árbol y conservación de la calidad de frutos presentan dificultades, como lo es producto de 
infecciones por patógenos como hongos, bacterias, virus, plantas parásitas, entre otros. Aunque 
existen numerosas enfermedades descritas que afectan al cerezo, Chile presenta un menor 
número de patógenos que otras especies frutales; sin embargo, la severidad con que se 
presentan genera daños considerablemente mayores (Latorre, 2008). Entre las enfermedades de 
mayor importancia en Chile y que destaca por su gran severidad, se encuentra el cáncer 
bacteriano, siendo el principal problema fitosanitario en cerezos (Serri y Ocampo, 2005). Esta 
enfermedad es una de las más frecuentes en nuestro país, de difícil control, limitando el desarrollo 
y rendimiento de la especie frutal, causando habitualmente la muerte de huertos jóvenes y 
alcanzando niveles de daño sobre el 50% de los árboles. Un estudio en la región del Maule reportó 
que, del total de árboles de cerezo con síntomas de alguna enfermedad, el 65% presentaban 
signos de cáncer bacteriano, donde un 69% de estos árboles se encontraban muertos (Torres et 
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al., 2006). Considerando los grandes volúmenes de cerezas que se exportan anualmente, este 
porcentaje representa una enorme pérdida para el comercio de esta fruta. 
En Chile, el agente causal del cáncer bacteriano en cerezo es Pseudomonas syringae pv. 
syringae (Pss), un bacilo Gram negativo que se encuentra normalmente en el campo, pudiendo 
diseminarse por agua de lluvia, viento y material para injertar (Latorre, 2008; Millas y France, 
2017). Esta bacteria habita naturalmente en la superficie de la planta, pero su patogenicidad 
ocurre en hospederos susceptibles a factores predisponentes a la enfermedad, lo cual se favorece 
en climas húmedos y fríos, especialmente en periodos de lluvia continua y sobre todo cuando se 
alcanzan temperaturas bajo cero durante la noche (Serri y Ocampo, 2005; Poblete, 2017). 
En su ciclo, Pss posee una fase epífita en estaciones cálidas y secas, pudiendo habitar 
de forma natural en la superficie foliar del árbol como brotes y hojas, sin causar un daño. En 
tiempos de lluvia y bajas temperaturas, la bacteria comienza una fase endofítica, ingresando a 
través de estomas, grietas de crecimiento, cortes de poda, cicatrices por caída de hojas y heridas 
causadas por insectos (Cruz, 1999; Millas y France, 2017). La penetración a través de estomas 
se favorece luego de una helada en primavera, cuando un lento descenso de la temperatura 
forma cristales en los espacios intercelulares. Al aumentar la temperatura, estos cristales se 
descongelan y el agua que se forma en la superficie de las hojas arrastra el fitopatógeno hacia 
los espacios intercelulares (Cruz, 1999). Esto conlleva a la liberación de agua y nutrientes de la 
planta, lo que a su vez permite la apertura de la superficie para facilitar la entrada de la bacteria 
(Hirano y Upper, 2000). Una vez ingresa a la planta, se disemina de forma sistémica a través del 
sistema vascular, alcanzando yemas axilares y ramillas (Donoso et al., 2018). La enfermedad, 
entonces, ocurre cuando el fitopatógeno ingresa a la planta y se multiplica en el apoplasto durante 
esta fase endófita (Xin et al., 2018). La infección se favorece por una alta humedad ambiental y 
temperaturas entre -0.5°C y -2°C, con un rango óptimo para el desarrollo de síntomas entre los 
15 y 25°C, alcanzando su máxima actividad a fines de otoño, invierno y principios de primavera 
(Cruz, 1999; Millas y France, 2017). Cabe mencionar, que el fitopatógeno se puede localizar en 
cancros y yemas, siendo capaz de colonizar hojas emergentes en primavera (Serri y Ocampo, 
2005). Además de este estrés climático, otros factores que favorecen la infección incluyen golpes 
de sol, exceso de nitrógeno, deficiencias nutricionales y la presencia de otros patógenos que 
comprometan la inmunidad del árbol, pudiendo incrementar la severidad de los síntomas (Donoso 
et al., 2018). 
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Los síntomas varían dependiendo del cultivar, edad del árbol, tejido afectado, cepa del 
patógeno y las condiciones ambientales al momento de la infección (Millas y France, 2017). Los 
árboles jóvenes son más susceptibles al cáncer bacteriano, generando la aparición de síntomas 
a los pocos meses de la plantación, localizándose en el tronco y desde el cuello hasta el 
nacimiento de las ramas principales (Donoso et al., 2018). Durante congelamientos severos en 
invierno, una infección endofítica y movimiento sistémico del patógeno a través del tejido leñoso 
conduce a una muerte rápida, siendo mayor dos años luego de la plantación (Kennelly et al., 
2007; Spotts et al., 2010). La bacteria es capaz de generar muerte localizada del tejido, 
generalmente en yemas y flores, lo que está condicionado principalmente por la presencia del 
fitopatógeno y las condiciones climáticas anteriormente mencionadas, donde este estrés favorece 
la infección de tejidos leñosos (Donoso et al., 2018). El principal síntoma son cancros que 
aparecen levemente hundidos y más oscuros que otras áreas en el tronco o ramas, siendo el 
tejido interno de los cancros de color naranjo a café (Spotts et al., 2010). Estos cancros se 
desarrollan en el tronco, ramas y ramillas, en bifurcaciones de ramas, en la base de flores, brotes 
de hojas y en cortes de poda (Cruz, 1999; Latorre, 2008). Una exudación de goma ámbar puede 
producirse desde cancros y especialmente en temporadas tempranas de crecimiento, lo cual 
puede no estar directamente relacionado con el cáncer bacteriano, siendo una respuesta a daño 
por estrés y a infecciones por otro tipo de parásitos (Hattingh y Roos, 1995; Cruz, 1999; Spotts et 
al., 2010). A medida que los cancros progresan, comprometen el crecimiento de ramas y ramillas 
y cancros de gran tamaño pueden interrumpir la circulación de sabia, lo que provoca que el 
extremo de la rama se seque (Latorre, 2008; Millas y France, 2017). Lesiones en hojas jóvenes 
se muestran en un principio acuosas, pero al madurar secan y se tornan marrón, pudiendo formar 
agujeros. La infección en frutas, por su parte, se muestra como lesiones pequeñas, oscuras y 
hundidas (Spotts et al., 2010). Además, el patógeno puede estar presente en hojas y botones 
florales, causando su necrosis y algunos brotes infectados abren en primavera, pero colapsan y 
mueren en el verano. Hojas que desarrollen estos brotes marchitan y las frutas tienden a secarse, 
donde aquellos árboles que han acumulado un gran número de cancros y frutas muertas generan 
una reducida cantidad de flores, por lo que se limita el potencial de producción de frutas en el 
tiempo (Hattingh y Roos, 1995; (Kennelly et al., 2007). En primavera, se presenta brotación 
retardada, escaso crecimiento, hojas pequeñas y eventualmente muerte de semillas, ramas y 
brazos (Latorre, 2008). 
Pss produce la fitotoxina siringomicina, la cual no es esencial para ejercer su 
patogenicidad, pero tiene función como factor de virulencia de este patógeno y su producción 
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facilita la destrucción de los tejidos al inducir su necrosis, resultando en una aumentada severidad 
de la enfermedad (Bender et al., 1999; Donoso et al., 2018). La expresión de genes involucrados 
en la biosíntesis de siringomicina es inducida por moléculas de señalización provenientes de la 
planta, específicamente glicósidos fenólicos, los cuales son abundantes en las hojas, corteza y 
flores (Mo y Gross, 1991; Kennelly et al., 2007). Se ha establecido que la membrana plasmática 
de las células del hospedero es el principal blanco de esta toxina, promoviendo la inserción en la 
bicapa lipídica para formar poros permeables a cationes, aumentando los flujos transmembrana 
de K+, H+ y Ca2+, lo cual es letal para las células (Bender et al., 1999). Esta incrementada muerte 
de los tejidos genera un aumento en el tamaño de las lesiones, lo que a su vez favorece la 
multiplicación del patógeno en el hospedero (Xu y Gross, 1988). Además de ser un factor de 
virulencia para este patógeno, la siringomicina también exhibe actividad fungicida para un amplio 
rango de hongos filamentosos y levaduras, e incluye actividad antimicrobiana contra bacterias 
Gram positivo (Bensaci y Takemoto, 2007; Bensaci et al., 2011). Por esta actividad, es posible 
detectar la presencia de esta toxina a través de ensayos al emplear organismos susceptibles 
(Sorensen et al, 1996). 
En relación al control del cáncer bacteriano causado por Pss, las medidas en general se 
dirigen a la prevención del desarrollo de cancros en el tronco, eje o ramas principales durante los 
primeros años de vida (Torres et al., 2006). Por ende, estos métodos de control se centran en 
evitar la infección, ya que el manejo de esta enfermedad resulta complejo debido a la falta de 
químicos efectivos o medidas de control biológico, falta de conocimiento de la resistencia del 
hospedero y la naturaleza endofítica del patógeno durante algunas fases en el ciclo infectivo 
(Renick et al., 2008). Una aplicación bactericida estándar, incluye tratamientos foliares de 
compuestos cúpricos. Sin embargo, existen limitaciones en esta medida de control, como la falta 
de actividad sistémica, dificultad en los tiempos de aplicación, cepas resistentes y fitotoxicidad. 
Además, el cobre es un material de contacto y no penetra para controlar poblaciones bacterianas 
internas, como dentro de brotes y cancros; por ello, aplicaciones de cobre deben de poseer un 
tiempo que coincida con periodos en donde el hospedero es susceptible, se encuentre en 
condiciones favorables para la infección y cuando el patógeno se encuentra accesible (Kennelly 
et al., 2007). Generalmente, estos compuestos cúpricos (óxido de cobre, oxicloruro de cobre, 
hidróxido de cobre) son aplicados dos a tres veces entre el inicio y término de la caída de hojas, 
antes de las primeras lluvias de otoño para proteger las cicatrices frente a la infección (Latorre, 
2008). Sin embargo, esta medida no protege al árbol en la infección de brotes, especialmente 
durante floración, donde deben utilizarse bajas concentraciones de cobre para evitar fitotoxicidad 
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durante primavera, lo cual es esencialmente inefectivo contra poblaciones del patógeno en flores 
(Renick et al., 2008). Por otra parte, la resistencia al cobre se ha reportado en cepas de Pss donde 
se utiliza este bactericida como medida de control (Sundin et al., 1989).  
Otros métodos de control incluyen reducción de humedad ambiental al controlar el 
crecimiento de malezas y realizar la poda durante temporadas con menor humedad para evitar 
acumulación de agua entre las ramas. Para evitar que se disemine el patógeno, se eliminan 
malezas que puedan portar la bacteria y se recomienda uso de material para injertar desinfectado 
con cobre. En árboles infectados, se realiza corte y eliminación de ramas secas durante el verano, 
junto a una remoción de cancros y eliminación de madera afectada en árboles donde el daño es 
generalizado (Torres et al., 2006; Millas y France, 2017). En sí, todas estas medidas tienen un 
enfoque preventivo, ya que no existen métodos que signifiquen una erradicación de la 
enfermedad una vez que la bacteria colonizó endófitamente la planta (Millas y France, 2017). Esto 
se vuelve aún más complejo considerando que la infección se favorece en condiciones 
estresantes que los árboles se someten constantemente. A esto se le suma, además, la dificultad 
en determinar la presencia de Pss antes de efectuar la plantación, ya que puede encontrarse en 
plantas sanas que pueden desarrollar síntomas meses después de la plantación (Torres et al., 
2006). 
Como se mencionó anteriormente, Pss está reportado como el agente causal del cáncer 
bacteriano en árboles de cerezo en nuestro país. Por otro lado, el patovar Pseudomonas syringae 
pv. morsprunorum (Psm) es otra cepa causante del cáncer bacteriano en árboles de cerezo, no 
obstante, se establece ausente en Chile (http://idase.sag.gob.cl/sistema/consu.asp). Para este 
patovar se han descrito dos razas, siendo la raza 1 (Wormald, 1932) patogénico para cerezo, 
ciruelo y damasco, y raza 2 la cual infecta sólo cerezo (Freigoun y Crosse, 1975). Al presentar 
una sintomatología y características bacteriológicas en común con Pss, puede ocurrir una 
identificación errónea, siendo probable la detección de esta cepa (Gašić et al., 2012). 
Recientemente, se ha indicado la posibilidad que Psm pueda encontrarse en Chile en la 
actualidad (Catalán, 2017; Muñoz, 2017). En otros países, como el Reino Unido, se consideró 
únicamente a Psm como el agente causal del cáncer bacteriano en cerezo (Wormald, 1937), 
mientras que otros países europeos, Suráfrica y Estados Unidos, la enfermedad se les atribuyó a 
ambos patovares (Crosse y Garrett, 1963). Sin embargo, tiempo después, fue posible aislar Pss 
presente en árboles de cerezo en el Reino Unido (Luz, 1997). Esta introducción de patógenos 
puede ocurrir eventualmente al internar al país material de propagación vegetativa, tanto de 
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cerezo como otras especies de Prunus (Latorre, 2008). Este material puede ser la fuente mayor 
para el inóculo de cáncer bacteriano causado por Pss y Psm en cerezo, donde la ocurrencia de 
la enfermedad en la propagación de estos árboles es un foco importante en epidemiología (Balaž 
et al., 2016). 
Además de los patovares descritos, la presencia de otros fitopatógenos involucrados en 
el cáncer bacteriano de cerezo es una posibilidad, debido a que numerosos fitopatógenos pueden 
encontrarse en un mismo cultivo al haber varios órganos de la planta que pueden ser atacados, 
donde otras Pseudomonas syringae (Ps) epifitas pueden estar presentes (Hirano y Upper, 2000; 
Bultreys y Kaluzna, 2010). Bacterias dentro de la especie Ps se dividen en más de 60 patovares 
y un amplio rango de hospederos que incluyen sobre 180 especies diferentes, dentro de los 
cuales se encuentran casi todos los cultivares de importancia económica (Xin et al., 2018). 
Naturalmente, estos patovares causan enfermedad a una especie hospedera o a un grupo de 
éstas (Baltrus et al., 2017). Debido a la significancia en la diversidad de especies de Ps, existe 
una necesidad de identificar y comparar cepas de esta o de diferentes especies de bacterias 
involucradas en la patogenicidad (Hirano y Upper, 2000; Iličić et al., 2016). Esta especie, como 
infecta la mayoría de los cultivos de importancia comercial, lo vuelven el fitopatógeno más común, 
donde epidemias causadas por nuevos aislados de Ps continúan siendo una amenaza en la 
producción global de cultivos (Xin et al., 2018).  
Debido a que Chile posee reducidos problemas patológicos en árboles de cerezo, existe 
la necesidad de mantener medidas cuarentenarias para evitar la introducción de nuevos 
patógenos (Latorre, 2008). La identificación de estos patovares o de otros fitopatógenos 
relacionados e involucrados en el cáncer bacteriano en cerezo puede significar un problema grave 
en nuestro país debido a las importantes pérdidas económicas que conlleva. Por ello, un 
aislamiento de estos fitopatógenos es primordial para luego llevar a cabo su caracterización, 
identificación de aquellos organismos que causen un mayor daño y para la mejora en el 
conocimiento del mecanismo de patogenicidad, la ecología y epidemiología de la enfermedad, 
para que así en un futuro se pueda establecer un diagnóstico e idear medidas efectivas de 
prevención y posibles terapias contra los agentes causales. 
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Hipótesis 
 
Pseudomonas syringae pv. syringae es el principal fitopatógeno presente en lesiones de cáncer 
bacteriano en cerezo. 
 
Objetivos: 
 
Objetivo general: 
Identificar bacterias del género Pseudomonas en muestras de cáncer de cerezo (Prunus avium). 
Objetivos específicos: 
1.- Caracterizar fenotípicamente cepas aisladas desde muestras de cáncer de cerezo. 
2.- Caracterizar genotípicamente las cepas seleccionadas desde el análisis fenotípico. 
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3. Materiales y Métodos 
 
3.1. Caracterizar fenotípicamente cepas aisladas desde muestras de cáncer de cerezo 
3.1.1. Siembra de muestras 
Se utilizaron muestras de hojas, ramas, brotes y frutos de cerezo con síntomas de cáncer 
bacteriano. Se sembraron las muestras en placas con medio KB (King et al., 1954) a través de 
una torula estéril en suero fisiológico, frotando aproximadamente la mitad del agar. Luego, con 
un asa en loop, se prosiguió a sembrar en forma de cuadrantes. Las placas se colocaron en estufa 
para incubar durante 48 h a 30 °C. Posteriormente, se seleccionaron colonias de apariencia 
cremosa y de color amarillo, crema y blanco a través de un mondadientes estéril, sembrando en 
forma de estrías en una placa de medio KB, donde se prosiguió a incubar en las mismas 
condiciones anteriores. De la flora cultivable, se rotularon en orden numérico y se seleccionaron 
aquellas que mostraran fluorescencia bajo luz UV, resembrándolas nuevamente en placas de 
medio KB para seleccionar aquellas con morfología de colonia similar a Pseudomonas.  
3.1.2. Tinción de Gram 
Se colocó una gota de agua destilada en un portaobjetos y luego mediante asa en loop, 
se extrajo una cantidad mínima de una colonia aislada, mezclando con la gota. Rápidamente, se 
coloca el portaobjetos sobre la llama del mechero para fijar la muestra. Una vez realizado el frotis, 
se colocó de 1 a 2 gotas de cristal violeta, dejando actuar durante 1 min. A través de piseta con 
agua destilada, se lavó ligeramente el cristal violeta. Posteriormente, se colocó de 1 a 2 gotas de 
Lugol, dejando actuar durante un minuto para luego lavar de la misma forma. Se añadió una gota 
de decolorante, dejando actuar durante 10 s para luego lavar, realizando esto 3 veces. Por último, 
se agregó 1 gota de safranina, dejando actuar durante 30 s, para luego lavar nuevamente con 
agua destilada. El portaobjetos se secó cuidadosamente con papel y se prosiguió en añadir una 
gota de aceite de inmersión para observar en microscopio óptico a 100x. Cabe mencionar, que 
en caso de la presencia de posibles colonias contaminantes, se resembró nuevamente en placas 
de medio KB hasta aislar las colonias de interés. En presencia de bacterias Gram positivo junto 
a bacilos Gram negativo, se resembraron las cepas en medio KB suplementado con bacitracina 
(100 µL en 100 mL de medio KB).  
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3.1.3. Almacenamiento de cepas 
Las cepas seleccionadas se resembraron en placas de medio KB en cuadrantes, de forma 
que el primer cuadrante cubriera más de la mitad del agar. Luego de incubación a 30 °C durante 
48 h, en tubos de congelación de 1,5 mL se colocaron 600 µL de medio líquido BHI y 
seguidamente, se añadió la totalidad del primer cuadrante a través de asa en loop. Se 
resuspendió la mezcla hasta lograr una consistencia homogénea. Se añadieron 600 µL de 
glicerol, mezclando nuevamente a través de resuspensión. Se mantuvieron las cepas a -80 °C en 
orden según el rotulado en una caja para congelados. 
3.1.4. Pruebas bioquímicas 
Se realizaron las pruebas bioquímicas de movilidad, indol, TSI, urea y citrato para las 
cepas seleccionadas. Para ello, en un tubo Falcon de 50 mL se colocaron 2 mL de suero 
fisiológico estéril, en donde se agregaron de 1 a 2 colonias aisladas de la cepa seleccionada a 
través de asa en loop, resuspendiendo hasta homogenizar, logrando una turbidez McFarland 0,5. 
Se sembró cada cepa en agar semitendido para las pruebas de TSI, urea y citrato, a través de 
asa en punta, perforando el centro del agar hasta cerca del fondo, donde luego se sembró en zig-
zag por sobre la superficie del agar. Para la prueba de movilidad, se perforó el agar semi sólido 
MIO con asa en punta hasta cerca del fondo el fondo. Se incubó durante 48 h a 30 °C y se observó 
el viraje de color para las pruebas TSI, urea, manitol salado y citrato. Para la prueba de indol, se 
colocaron 2 a 3 gotas de reactivo de Kovac por sobre el tubo con agar MIO, esperando 30 s para 
observar posible aparición de halo rojo. 
3.1.5. Pruebas bioquímicas mediante el sistema API 20E 
Se colocaron 5 mL de suero fisiológico en tubos de ensayo de 30 mL, realizando una 
suspensión bacteriana hasta turbidez McFarland 0,5. Mediante pipetas Pasteur, se colocaron 
gotas de suspensión bacteriana en las pruebas del sistema API® 20 E™ (bioMérieux S.A), según 
las instrucciones indicadas por el fabricante. Se dejó incubar a 30 °C durante 40 h y se prosiguió 
con las instrucciones indicadas, registrando los posibles virajes de color para cada prueba. Se 
consultó el código resultante de 7 dígitos a bioMérieux Chile SpA. para la identificación de cepas. 
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3.1.6. Bioensayo de siringomicina 
Se sembraron las cepas seleccionadas en forma de una línea central por sobre la 
superficie de placas con medio PDA a través de asa en loop y se incubaron a 27 °C durante 4 
días. De forma paralela, se sembró la levadura Saccharomyces cerevisiae en forma de 
cuadrantes, dejando incubar a 27 °C durante 3 días. Se realizó una suspensión (McFarland 1,0) 
de la especie susceptible en un tubo de ensayo de 50 mL con 30 mL de agua destilada estéril, 
resuspendiendo para homogenizar. Se trasladó el volumen del tubo hacia un atomizador estéril 
de 30 mL, mediante el cual se rociaron las superficies de los medios PDA que contenían colonias 
bacterianas de 4 días, procurando alcanzar toda la superficie del agar. Se prosiguió a incubar 
durante 2 días a 27 °C, finalmente observando la posible aparición de halos de inhibición 
alrededor de las colonias. 
3.2. Caracterizar genotípicamente las cepas seleccionadas desde el análisis fenotípico 
3.2.1. Extracción de DNA  
A través del kit GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kits (Sigma-Aldrich®), se realizó 
extracción de DNA de las cepas seleccionadas, siguiendo las instrucciones del fabricante.  
3.2.2. Integridad de DNA extraído 
Se confeccionó un gel de agarosa 0,8 % en TAE 1X con 3 µL de GelRed Nucleic Acid Gel 
Stain 10,000X en DMSO (Biotium), cargando en los pocillos 5 µL de una mezcla de buffer de 
carga 6X (BioSforza) junto a DNA extraído (2 µL de buffer de carga y 3 µL de DNA) y 3 µL de 
DNA Ladder 1 kb (BioLabs® Inc.) en el primer pocillo. La electroforesis se realizó a 100 Volts 
durante 30 min aproximadamente. Se observó la aparición de bandas mediante transiluminador. 
3.2.3. Amplificación de PCR 
Se realizaron soluciones en tubos Eppendorf de 1,5 mL, que contuvieron 10 µL de 
GoTaq® Green Master Mix 2X (Promega), 0,2 µL de partidor Forward y 0,2 µL de partidor Reverse 
(Tabla 1), 1 µL de DNA extraído y 8,6 µL de agua destilada estéril. Para identificar las cepas 
provenientes de la flora cultivable como Pseudomonas spp, se emplearon los partidores descritos 
por Spilker et al. (2004) para la detección del gen rRNA 16S propio de Pseudomonas spp. El 
programa constó de 25 ciclos, con una etapa de annealing a 54 °C durante 20 s. De forma similar, 
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para la identificación de la especie Pseudomonas syringae (Ps), se utilizaron los partidores 
descritos por Guilbaud et al. (2016) en la detección de una región propia de estas especies, 
realizando la amplificación en 30 ciclos, con una etapa de annealing a 55 °C durante 15 s. En la 
identificación de patovares de Ps involucrados en el cáncer bacteriano de cerezo, se emplearon 
partidores específicos en la detección del gen syrB para Pseudomonas syringae pv. syringae 
(Pss) (Sorensen et al., 1998) y el gen cfl para Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Psm) 
(Bereswill et al., 1994), donde el programa de PCR constó de 35 ciclos y una etapa de annealing 
a 55 °C durante 90 s para el gen syrB; y 37 ciclos con una temperatura de annealing a 55 °C 
durante 60 s para la amplificación del gen cfl. 
Para la visualización de las bandas obtenidas luego de cada PCR, se confeccionó un gel 
de agarosa 1,5 % en TAE 1X con 3 µL de GelRed Nucleic Acid Stain 10.000X en DMSO (Biotum), 
cargando 5 µL de producto de PC y 3 µL de AccuRuler 100 pb Plus (Maestrogen) en el primer 
pocillo, realizando la electroforesis a 80 Volts durante 15 min y luego a 100 Volts durante 40 min 
a 1 h. Se observó la aparición de bandas mediante transiluminador. 
Tabla 1. Partidores utilizados para la detección de Pseudomonas spp, Pseudomonas 
syringae y los patovares Pseudomonas syringae pv. syringae y Pseudomonas syringae pv. 
morsprunorum. 
Identificación Gen Partidores Tamaño 
producto (pb) 
Referencia 
 
Pseudomonas 
spp 
 
rRNA 16S 
F: gacgggtgagtaatgccta  
618 
 
 Spilker et 
al., 2004 
R: cactggtgttccttcctata 
 
Ps 
 
Región Ps 
F: atgatcggagcggacaag  
144 
 
Guilbaud et 
al., 2016 
R: gctcttgaggcaagcact 
 
Pss 
 
syrB 
F: ctttccgtggtcttgatgagg  
752 
 
Sorensen et 
al., 1998 
R: tcgattttgccgtgatgagtc 
 
Psm 
 
cfl 
F: ggcgctccctcgcactt  
650 
 
Bereswill et 
al., 1994 
R: ggtattggcgggggtgc 
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3.3. Elaboración de medios de cultivo 
 
Medio King B (KB) 
Se mezclaron 20 gr de peptona con 1 L de agua destilada, calentando hasta ebullición para 
disolver. Luego, se agregaron 1,5 gr K2HPO4, 1,5 gr de MgSO4 y 5 mL de glicerol, calentando 
nuevamente para disolver los componentes. Posteriormente, se agregaron 15 gr de Agar, 
calentando hasta disolver. Finalmente, se autoclavó el medio. 
Medio Potato Dextrose Agar (PDA) 
Se mezclaron 39 gr de Agar PDA con 1 L de agua destilada, agitando hasta disolver. Finalmente, 
se autoclavó el medio. 
Medio Brain Heat Infusion (BHI) líquido 
Se mezclaron 37 gr de medio BHI broth con 1 L de agua destilada, agitando hasta disolver. 
Finalmente, se autoclavó el medio. 
Medio Triple Sugar Iron (TSI) 
Se mezclaron 65 gr de Agar TSI con 1 L de agua destilada, agitando hasta disolver. 
Posteriormente, se autoclavó el medio. Para las pruebas bioquímicas, se colocaron 2 mL de 
medio disuelto en tubos de ensayo de 10 mL, volteando ligeramente el tubo de forma horizontal 
para generar un agar semitendido. 
Medio Citrato 
Se mezclaron 24,28 gr de Agar Citrato con 1 L de agua destilada, agitando hasta disolver. 
Posteriormente, se autoclavó el medio. Para las pruebas bioquímicas, se colocaron 2 mL de 
medio disuelto en tubos de ensayo de 10 mL, volteando ligeramente el tubo de forma horizontal 
para generar un agar semitendido. 
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Medio Urea 
Se mezclaron 21 gr de Agar Urea con 1 L de agua destilada, agitando hasta disolver. 
Posteriormente, se autoclavó el medio. Luego, se añadieron 2 mL de urea líquida. Para las 
pruebas bioquímicas, se colocaron 2 mL de medio disuelto en tubos de ensayo de 10 mL, 
volteando ligeramente el tubo de forma horizontal para generar un agar semitendido. 
Medio Motility, Indiole, Ornithine (MIO) 
Se mezclaron 31 gr de Agar MIO con 1 L de agua destilada, agitando hasta disolver. 
Posteriormente, se autoclavó el medio. Para las pruebas bioquímicas, se colocaron 2 mL de 
medio disuelto en tubos de ensayo de 10 mL.  
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4. Resultados 
 
4.1. Obtención de flora cultivable 
Se contó con muestras que incluían ramas, brotes, frutos y hojas de árboles de cerezo con 
síntomas de cáncer bacteriano. Estas se sembraron en placas con medio KB, de donde se obtuvo 
un conjunto de microorganismos conformados por bacterias y hongos (Figura 1).  
 
Figura 1. Crecimiento resultante de muestras de árboles de cerezo con síntomas de cáncer 
bacteriano. Ejemplificación del conjunto de colonias diferentes obtenidas a partir de la siembra 
de muestras de cerezo afectados con cáncer bacteriano. Las condiciones de cultivo fueron 48 
horas a 30 °C en medio King B. 
Se seleccionaron todas aquellas colonias que tuvieran presentaron una morfología 
macroscópica diferente entre sí, sembrando en forma de estrías en una placa con medio KB. De 
esto, se obtuvo un total de 35 cepas (Figura 2), rotulando cada una según el orden numérico en 
que se sembró.  
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Figura 2. Re-aislamiento de cepas seleccionadas. Selección de cepas desde el crecimiento de 
muestras de árboles de cerezo con síntomas de cáncer bacteriano, en forma de estrías. Las 
condiciones de cultivo fueron 48 horas a 30 °C en medio King B. 
Se colocaron las cepas bajo luz UV, observando la intensidad de su fluorescencia o ausencia 
de ésta, seleccionando aquellas que mostraran esta fluorescencia verde, característico de 
Pseudomonas spp al cultivarse en medio KB (King et al., 1954). Posteriormente, se realizó tinción 
de Gram para seleccionar aquellas que fueran bacilos Gram negativo, tanto cortos como largos. 
Resultante de esta selección, de las 35 cepas obtenidas de la flora cultivable, se redujo a 22 
cepas que potencialmente fueran Pseudomonas spp, descartando hongos filamentosos, 
levaduras, bacterias cocáceas y bacilares Gram positivo. 
4.2. Caracterización fenotípica de cepas seleccionadas 
4.2.1. Caracterización macroscópica 
Estas 22 cepas seleccionadas fueron clasificadas y agrupadas según sus características 
macroscópicas como tamaño, forma, elevación, margen, color, superficie, densidad y 
consistencia de colonia (Tabla 1). De esta clasificación, se dividieron las cepas en 9 grupos, 
denotando una de las cepas como representativa de cada grupo (Figura 3). Algunos de los grupos 
fueron compuestos por solo una cepa, debido a que no compartían características macroscópicas 
en común con los otros grupos, como el Grupo I (cepa 1), Grupo III (cepa 6) y Grupo VIII (cepa 
25). En cambio, los grupos restantes fueron compuestos por más de una cepa, siendo el Grupo 
II (cepas 2, 4, 5, 14, 20), Grupo VI (cepas 9, 12, 16, 18, 32), Grupo V (cepas 15, 23), Grupo VI 
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(cepas 19, 22), Grupo VII (cepas 21, 24, 26) y Grupo XI (cepas 27, 35). Al realizar este análisis, 
estas cepas podrían tratarse de la misma cepa aislada de distintas zonas del árbol. 
 
Figura 3. Grupos representativos desde un análisis macroscópico de las cepas 
seleccionadas. Se seleccionaron y agruparon 22 cepas en 9 grupos (Grupos I-XI) según 
características macroscópicas, mostrando una cepa representativa para cada grupo. Las 
condiciones de cultivo fueron 48 horas a 30 °C en medio King B. 
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Tabla 2. Análisis macroscópico de los grupos representativos para las cepas 
seleccionadas. 
Grupo Tamaño Forma Elevación Margen Color Superficie Densidad Consistencia 
I Grande Irregular Convexa Ondulada Blanco Opaca Opaca Cremosa 
II Grande Circular Convexa Entera Cremoso Opaca Opaca Cremosa 
III Grande Circular Convexa Entera Verdoso Opaca Opaca Cremosa 
IV Grande Circular Convexa Ondulada Amarillo Brillante Opaca Viscosa 
V Grande Circular Convexa Entera Amarillo Opaca Opaca Cremosa 
VI Medio Circular Convexa Entera Crema Opaca Opaca Cremosa 
VII Grande Irregular Convexa Ondulada Crema Brillante Opaca Viscosa 
VIII Medio Circular Convexa Entera Blanco Opaca Opaca Cremosa 
XI Medio Circular Convexa Entera Crema Opaca Opaca Cremosa 
 
Grupo I: cepa 1                                 
Grupo II: cepas 2, 4, 5, 14, 20     
Grupo III: cepa 6                          
Grupo VI: cepas 9, 12, 16, 18, 32 
Grupo V: cepas 15, 23 
Grupo VI: cepas 19, 22 
Grupo VII: cepas 21, 24, 26 
Grupo VIII: cepa 25 
Grupo XI: cepas 27, 35 
4.2.2. Caracterización microscópica  
Para una caracterización microscópica de estos grupos representativos, se realizó tinción 
de Gram. Se observa toda cepa representativa para cada grupo como bacilos Gram negativo, 
siendo bacilos cortos para los grupos I, IV, VI y VIII, y bacilos largos para los grupos II, III, V, VII 
y XI (Figura 4). 
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Figura 4. Análisis microscópico de los grupos representativos para las cepas 
seleccionadas. A través de tinción de Gram, se observan bacilos Gram negativo en toda cepa 
(Grupos I-XI). 
4.2.3. Fluorescencia en medio King B 
Por otro lado, como cepas del género Pseudomonas exhiben fluorescencia bajo luz UV al 
ser cultivadas en medio King B, por lo que se determinó la intensidad de esta fluorescencia a 
través de un criterio de intensidad alta, media y baja según la observación de este pigmento 
fluorescente verde. Para denotar la aparición de esta fluorescencia en las cepas seleccionadas, 
se utilizó una cepa de una especie que no posea esta característica, empleando Escherichia coli 
sembrada en medio King B (Figura 5). A través de este criterio, se le asignó el grado de intensidad 
de fluorescencia a cada cepa de forma individual (Tabla 2). De esto se obtiene que 7 cepas 
exhiben fluorescencia verde alta, 12 fluorescencia verde media y 3 fluorescencia verde baja. 
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Figura 5. Imagen representativa para la clasificación de la intensidad de fluorescencia. 
Cepas seleccionadas como ejemplificación en la intensidad de fluorescencia bajo luz UV de 
Pseudomonas spp en medio King B. A: Intensidad de fluorescencia verde alta (+++). B: 
Intensidad de fluorescencia verde media (++). C: Intensidad de fluorescencia verde baja (+). D: 
Control negativo de fluorescencia (-) (Escherichia coli en medio King B). 
Tabla 3. Análisis de fluorescencia bajo luz UV de cepas seleccionadas. 
Cepa Fluorescencia Cepa Fluorescencia 
1 + 19 + 
2 +++ 20 ++ 
4 +++ 21 ++ 
5 +++ 22 ++ 
6 +++ 23 +++ 
9 ++ 24 ++ 
12 ++ 25 + 
14 +++ 26 ++ 
15 ++ 27 ++ 
16 ++ 32 +++ 
18 ++ 35 ++ 
 
+: Intensidad de fluorescencia verde baja 
++: Intensidad de fluorescencia verde media 
+++: Intensidad de fluorescencia verde alta 
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4.2.4. Pruebas bioquímicas 
Para poder caracterizar fenotípicamente estas cepas como Pseudomonas spp, se 
realizaron las pruebas bioquímicas de urea, citrato, TSI, movilidad e indol (Figura 6). De los 
resultados obtenidos, para la prueba de TSI, 10 cepas no fermentaron lactosa ni glucosa (K/K) y 
12 fermentaron solo glucosa (K/A) (Tabla 3). Se reordenaron las cepas según el resultado de esta 
prueba, mostrando desde las que resultaron como K/K, hacia las K/A (Tabla 3). Algunas de estas, 
además, denotaron rotura del agar, pudiendo ser por la liberación de gases (cepas 1, 6, 16, 22 y 
32). Todas las cepas mostraron positivo para la prueba de citrato, a excepción de la cepa 19, la 
cual no creció en este medio. La prueba de indol resultó negativa para toda cepa seleccionada. 
La prueba de urea resultó negativa para toda cepa a excepción de la cepa 25. Respecto a la 
movilidad, 15 de las cepas mostraron una movilidad media, es decir, se mostró turbidez, pero no 
en la totalidad del agar, mientras que 7 cepas no evidenciaron ser móviles.  
 
Figura 6. Imagen representativa de las pruebas bioquímicas utilizadas para la identificación 
de Pseudomonas spp. Se muestran los resultados para la cepa 15. Resultado positivo en prueba 
de citrato. No hubo fermentación de glucosa ni lactosa en medio TSI (K/K). Resultados negativos 
en prueba de movilidad, urea e indol. A: Medio Urea. B: Medio Citrato. C: Medio TSI. D: Medio 
MIO + reactivo de Kovac. 
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Tabla 4. Resultados de pruebas bioquímicas para las cepas seleccionadas en la 
identificación de Pseudomonas spp. 
Cepa 
Pruebas bioquímicas 
Citrato Movilidad TSI Urea Indol 
15 + - K/K - - 
27 + - K/K - - 
35 + - K/K - - 
2 + +/- K/K - - 
4 + - K/K - - 
5 + - K/K - - 
6 + +/- K/K/gas - - 
14 + +/- K/K - - 
25 + +/- K/K + - 
22 + +/- K/A/gas - - 
9 + +/- K/A - - 
12 + +/- K/A - - 
16 + +/- K/A/gas - - 
24 + +/- K/A - - 
18 + +/- K/A - - 
21 + +/- K/A - - 
23 + +/- K/A - - 
26 + +/- K/A - - 
32 + - K/A/gas - - 
1 + +/- K/A/gas - - 
19 NC - K/K - - 
20 + +/- K/A - - 
 
+: Prueba con resultado positivo 
-: Prueba con resultado negativo 
NC: No hubo crecimiento de la cepa en ese medio 
K/A: Fermentación de glucosa, no fermentación de lactosa 
K/K: No fermentación de glucosa ni lactosa 
gas: rotura del medio producto de posible liberación de gas 
Por otro lado, se empleó el kit API 20E para determinar pruebas adicionales en la identificación 
de Pseudomonas, utilizándolo para las cepas 15, 27 y 35. Toda prueba entregó un resultado negativo 
a excepción de la prueba de citrato (Figura 7). De estos resultados, se obtiene un código de 7 dígitos 
(0200000), el cual se consultó para la identificación de esta cepa a bioMérieux Chile SpA., quienes 
indicaron la posibilidad de que pueda ser Pseudomonas sp (Pseudomonas oryzihabitans). 
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Figura 7. Imagen representativa de pruebas bioquímicas por medio del sistema API 20E. 
Se muestran los resultados para la cepa 15. Resultado positivo para la prueba de CIT. Resultados 
negativos para las pruebas ONPG, ADH, LDC, ODC, H2S, URE, TDA, IND, GEL, GLU, MAN, 
IND, VP, SOR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA. 
4.2.5. Bioensayo de siringomicina 
La utilización de especies susceptibles a siringomicina es un método para la detección de 
esta toxina, lo que puede ser indicativo de la presencia de Pss (Sorensen et al, 1996). Como 
especie susceptible, se empleó Saccharomyces cerevisiae, realizando una suspensión de esta 
levadura y aplicándola como spray por sobre la superficie de las cepas seleccionadas para 
observar posibles halos de inhibición en el crecimiento del organismo susceptible. Se realizó el 
bioensayo de siringomicina para las cepas 2, 4, 5, 6, 14, 15, 27 y 35, observando finalmente que 
la levadura no fue inhibida por las cepas seleccionadas (Figura 8). 
 
Figura 8. Bioensayo de siringomicina para cepas identificadas como Pseudomonas spp. 
No hubo inhibición del crecimiento del organismo susceptible a siringomicina para las cepas 
seleccionadas. Se utilizó la levadura Saccharomyces cerevisiae como organismo susceptible a la 
toxina. Las cepas y levadura se sembraron en medio Potato Dextrose Agar en condiciones de 
cultivo a 27°C durante 4 días. Luego de aplicar el organismo susceptible en spray por sobre las 
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cepas seleccionadas, se incubó posteriormente durante 2 días en las mismas condiciones. A: 
cepa 2. B: cepa 4. C: cepa 5. D: cepa 6. E: cepa 14. F: cepa 15. G: cepa 27. H: cepa 35. 
4.3. Caracterización genotípica de cepas seleccionadas 
4.3.1. Extracción de DNA 
Se extrajo el DNA de las 22 cepas seleccionadas del análisis fenotípico y se observó la 
integridad de este. Se obtuvieron bandas por sobre el DNA Ladder 1 Kb en toda cepa (Figura 9), 
por lo que se prosiguió a la amplificación de genes de interés a través de PCR. 
 
Figura 9. Análisis de integridad de extracciones de DNA. Electroforesis en gel de agarosa 0,8 
% de extracciones de DNA genómico. Presencia de banda superior al DNA Ladder 1 Kb en los 
carriles 2-7. 2-7: extracciones de DNA genómico de algunas de las cepas seleccionadas: 24 (2), 
25 (3), 26 (4), 27 (5), 32 (6) y 35 (7). 1: 1 Kb DNA Ladder. 
4.3.2. Identificación de Pseudomonas spp, Ps, Pss y Psm mediante PCR 
En primer lugar, se realizó amplificación de PCR para el gen rRNA 16S propio de 
Pseudomonas spp y luego una electroforesis para visualización de las bandas obtenidas. Se 
observó que 8 de las 22 cepas presentan este gen, por lo que corresponden a este género. 
Luego, se detectó una región conservada en especies de Ps, que, luego de realizar PCR y 
posterior electroforesis, se obtuvo que 3 de las cepas seleccionadas corresponden a esta 
especie. Por último, para los patovares Pss y Psm, se determinó la presencia de los genes syrB 
y cfl para su identificación, respectivamente, donde finalmente se observó que las cepas que 
resultaron positivo para la detección de Ps, no presentaban estos genes. Sin embargo, es 
importante mencionar que la cepa 22 mostró un amplificado de tamaño esperado para el gen 
1         2          3         4         5         6         7 
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syrB, cepa la cual no mostró amplificación del gen rRNA 16S de Pseudomonas spp ni la región 
conservada para Ps. Similar fue el caso para la cepa 25, la cual sorpresivamente presentó un 
amplificado de tamaño esperado para el gen cfl, pero ausencia de los genes para la identificación 
de Pseudomonas spp y Ps (Tabla 5). 
Tabla 4. Resultados de la identificación a través de PCR de Pseudomonas spp, 
Pseudomonas syringae y patovares Pseudomonas syringae pv. syringae y Pseudomonas 
syringae pv. morsprunorum 
Cepa 
PCR 
rRNA 16S Región Ps syrB cfl 
15 + + - - 
27 + + - - 
35 + + - - 
2 + - - - 
4 + - - - 
5 + - - - 
6 + - - - 
14 + - - - 
25 - - - + 
22 - - + - 
9 - - - - 
12 - - - - 
16 - - - - 
24 - - - - 
18 - - - - 
21 - - - - 
23 - - - - 
26 - - - - 
32 - - - - 
1 - - - - 
19 - - - - 
20 - - - - 
 
+: Presencia de amplificado de tamaño esperado 
-: Ausencia de amplificado de tamaño esperado 
 
Se obtiene finalmente que, de las 22 cepas seleccionadas provenientes de muestras de árboles 
de cerezo afectados con cáncer, 3 corresponden a Ps. A esto, además, se complementa el análisis 
fenotípico para estas 3 cepas, observando que comparten características en común (Tabla 5).  
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Tabla 5: Caracterización fenotípica y genotípica de cepas identificadas como 
Pseudomonas syringae. 
 
Caracterización 
Cepa 
15 27 35 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fenotípica 
Tamaño Grande Grande Grande 
Forma Circular Circular Circular 
Elevación Convexa Convexa Convexa 
Margen Entera Entera Entera 
Color Amarillo Crema Crema 
Superficie Opaca Opaca Opaca 
Densidad Opaca Opaca Opaca 
Consistencia Cremosa Cremosa Cremosa 
Fluorescencia Media Media Media 
Citrato + + + 
Movilidad - - - 
TSI K/K K/K K/K 
Urea - - - 
Indol - - - 
Siringomicina - - - 
 
 
Genotípica 
rRNA 16S + + + 
Región Ps + + + 
syrB - - - 
cfl - - - 
 
+: Prueba con resultado positivo. 
-: Prueba con resultado negativo. 
K/K: No fermentación de glucosa ni lactosa. 
 
Las cepas 27 y 35 presentan los mismos resultados para la caracterización fenotípica y 
genotípica, pudiendo tratarse de la misma cepa, mientras que la cepa 15 comparte resultados similares 
estas cepas a excepción del color de colonia (Tabla 5 y Figura 10).  
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Figura 10. Cepas identificadas como Pseudomonas syringae. Imágenes de la caracterización 
macroscópica y microscópica de cepas identificadas como Ps. A y D: Cepa 15. B y E: Cepa 27. 
C y F: Cepa 35. 
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5. Discusión 
 
El cáncer bacteriano en cerezo (Prunus avium) es una enfermedad de gran importancia 
en nuestro país debido a su severidad, cuyo agente causal es Pseudomonas syringae pv. 
syringae (Pss) (Serri y Ocampo, 2005; Latorre, 2008). Sin embargo, aunque un segundo 
fitopatógeno involucrado, siendo Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Psm), se ha 
establecido como ausente en Chile (http://idase.sag.gob.cl/sistema/consu.asp), su inserción y la 
participación de otras Pseudomonas syringae (Ps) u otros fitopatógenos del género de 
Pseudomonas en la patogenicidad y epidemiología de la enfermedad es una posibilidad (Hirano 
y Upper, 2000; Latorre, 2008; Catalán, 2017; Muñoz, 2017). Por esta razón, es necesario aislar e 
identificar estos potenciales fitopatógenos. En el presente trabajo, se obtuvieron 35 cepas desde 
el crecimiento proveniente de muestras de árboles de cerezo con síntomas de cáncer bacteriano 
(Figuras 1 y 2), las cuales se redujeron a 22 cepas luego de una selección macroscópica y 
microscópica.  
Estas 22 cepas, como primer objetivo, se caracterizaron fenotípicamente para así 
seleccionar aquellas cepas que potencialmente puedan ser pertenecientes al género 
Pseudomonas. De los resultados obtenidos, estas 22 cepas mostraron fluorescencia verde en 
medio King B al exponerlas bajo luz UV (Tabla 3 y Figura 5), característica que presentan 
especies del género Pseudomonas (King et al., 1954; Bhattacharya, 2010). En el análisis 
macroscópico (Tabla 2 y Figura 3), 8 cepas aisladas denominadas como 2, 4, 5, 6, 14, 15, 27 y 
35, presentaron una morfología de colonia de alta similitud a especies de Pseudomonas spp, 
como fueron las aisladas en diferentes cultivos vegetales en otros estudios (Soesanto et al., 2011; 
Singh et al., 2017). Estas cepas seleccionadas, a su vez, en las pruebas bioquímicas mostraron 
ser citrato positivo, no presentaron cambios de color en agar TSI, no fueron productoras de ureasa 
y mostraron ser indol negativo (Tabla 4 y Figura 6), lo que corresponde a lo reportado en especies 
de Pseudomonas spp (Cornellis, 2008; Goldman y Green, 2015). Sin embargo, se diferencian en 
lo referente a la movilidad, ya que la movilidad en especies de Pseudomonas es una característica 
común que se le atribuye a la presencia de flagelo. Sin embargo, se han observado variaciones 
en la presencia de flagelo en cepas de Pseudomonas, donde ocasionalmente se han aislado 
cepas no móviles (Moore et al., 2006). En plantas, la mayoría de las especies de Ps son móviles, 
lo que les permite una patogenicidad exitosa al ser capaces de invadir el interior de hojas a través 
de estomas (Murillo et al., 2015). Se ha reportado que aquellas cepas no móviles poseen reducida 
capacidad de competitividad comparado con cepas móviles, por lo que producen poblaciones 
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reducidas (Haefele y Lindow, 1987). Como es posible aislar cepas no móviles, puede inferirse 
que las cepas 2, 4, 5, 6, 14, 15, 27 y 35 pueden tratarse de Pseudomonas spp. Cabe mencionar, 
que bioMérieux Chile SpA. indicó que de las cepas seleccionadas para las pruebas bioquímicas 
mediante el kit API 20E pueden tratarse de Pseudomonas sp, pudiendo ser Pseudomonas 
oryzihabitans, la cual es un patógeno de infección humana de transmisión hospitalaria (Woo et 
al., 2014). Como las cepas aisladas provienen de muestras de árboles de cerezo con síntomas 
de cáncer bacteriano, se descarta la posibilidad que se trate de esta bacteria, sin embargo, se 
entregó una inferencia de un tipo de Pseudomonas. Aunque este kit se emplea para la 
identificación de enterobacterias y no para Pseudomonas específicamente, se utilizó en el 
presente trabajo al no contar con el kit API 20NE, el cual es un kit para la detección de bacterias 
no entéricas y que se ha empleado para la identificación de diversas especies de Pseudomonas, 
incluyendo cepas de Ps (Hassan et al., 2014; Beiki et al., 2016). 
Para identificar si alguna de estas cepas seleccionadas que potencialmente pueden ser 
Pseudomonas spp corresponden a Pss, se sometieron a un bioensayo de siringomicina para la 
detección de esta toxina (Sorensen et al, 1996) en la inhibición de la especie susceptible 
Saccharomyces cerevisiae (Figura 8). Ninguna de estas cepas mostró un halo de inhibición en el 
crecimiento de la levadura, por lo que se infiere que estas cepas no son productoras de 
siringomicina. 
Aunque una caracterización fenotípica se realiza de forma tradicional para identificar 
especies de bacterias, ésta presenta limitaciones. El género de Pseudomonas spp presenta 
poblaciones con una alta diversidad fenotípica, donde además se incluye a cepas de Ps, lo que 
puede resultar en resultados erróneos (Berge et al., 2014). Por ello, es necesario un enfoque 
genotípico en la identificación de cepas. En el presente trabajo, se propuso un segundo objetivo 
en caracterizar genotípicamente las cepas seleccionadas desde el análisis fenotípico. En primer 
lugar, se realizó amplificación de PCR en la detección de la secuencia del gen rRNA 16S propio 
de Pseudomonas spp, obteniendo que 8 de las 22 cepas corresponden a especies de 
Pseudomonas, específicamente las cepas 2, 4, 5, 6, 14, 15, 27 y 35 (Tabla 5). Este resultado 
corroboró la inferencia de la caracterización fenotípica, lo que a su vez indica que 5 cepas de este 
género son no móviles (Tabla 4), como fue lo discutido en la posibilidad de aislar cepas de 
Pseudomonas que no posean esta característica. En la identificación de Pseudomonas syringae, 
se obtuvo que 3 (15, 27 y 35) de las 8 cepas identificadas como Pseudomonas spp corresponden 
a Ps (Tabla 5). Para estas cepas, si se integran ambas caracterizaciones, tanto fenotípica como 
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genotípica (Tabla 6 y Figura 10), podría inferirse que las cepas 27 y 35 corresponden a la misma 
cepa al compartir todo carácter evaluado. En cambio, la cepa 15 se diferencia de éstas en el color 
de colonia. 
Pss es el agente causal del cáncer bacteriano en cerezo en Chile, y para su identificación, 
se realiza a través de la amplificación del gen syrB (Sorensen et al., 1998). De los resultados 
obtenidos, no se observó un amplificado de tamaño esperado para el gen syrB en las cepas 
identificadas como Ps (Tabla 5). Esto se complementa, con el resultado del bioensayo de 
siringomicina (Figura 8), donde toda cepa identificada como Pseudomonas spp no evidenció la 
producción de la toxina, por lo que estos aislados podrían no ser Pss. En el trabajo realizado por 
Scortichini et al. (2003), reportaron una cepa identificada como Pss que no posee el gen syrB, 
pero esta fue solamente una de las numerosas cepas evaluadas, debido a que la producción de 
siringomicina es uno de los factores de virulencia más prevalentes en Pss (Mo y Gross, 1991). 
Por otro lado, se ha sugerido la presencia en nuestro país de otro patovar causante de cáncer 
bacteriano en Prunus avium, pudiendo existir la posibilidad de aislar Psm en árboles de cerezo 
en Chile en la actualidad (Catalán, 2017; Muñoz, 2017). Para poder detectar la presencia de Psm 
en las cepas aisladas, se realizó PCR para la amplificación del gen cfl (Bereswill et al., 1994). 
Como en el caso anterior en la identificación de Pss, no hubo amplificado de tamaño esperado 
para el gen cfl en las cepas identificadas como Ps, por lo que se infiere que estos aislados no 
corresponderían al patovar Psm. 
Las cepas identificadas como Ps no presentaron las toxinas en la detección de Pss y Psm, 
pudiendo tratarse de Ps no patógenas. Aunque las especies de Ps fueron inicialmente 
identificadas como patógenas, se ha encontrado que numerosos aislados que pertenecen 
filogenéticamente a esta especie no son patogénicas y existen como comensales en plantas (Xin 
et al., 2018). Ps podría infectar virtualmente a toda planta, aunque solo aislados individuales 
causan enfermedad en grupos acotados de especies hospederas (Baltrus et al., 2017). Aún 
cuando cepas que pueden no estar clasificadas como patovares, al no relacionarse con alguna 
especie vegetal como hospedero, sus genomas son altamente similares a cepas que si producen 
enfermedad conocida (Monteil et al., 2016). Además, se ha reportado que algunas de estas cepas 
se han demostrado que potencialmente pueden causar enfermedad en condiciones controladas 
(Bartoli et al., 2015).  Por ello, si bien se puede inferir que estas cepas aisladas e identificadas 
como Ps no son patógenas, es posible que puedan serlo bajo ciertas condiciones, o bien, sean 
patógenas para otro hospedero diferente de cerezo (Xin et al., 2018). Por otro lado, como se 
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mencionó anteriormente, es posible encontrar, aunque en mínima probabilidad, cepas de Pss que 
no posean el gen syrB. La patogenicidad de Pss no depende de las toxinas que posee, éstas 
simplemente facilitan el asentamiento de la enfermedad y generan una aumentada severidad de 
síntomas, por lo que contribuyen a la virulencia (Bender et al., 1999; Donoso et al., 2018). No 
obstante, otro factor importante en la virulencia de Pss es su movilidad, lo que permite su ingreso 
en la planta (Quiñones et al., 2005) y estas cepas se mostraron ser no móviles (Tabla 6). Aún así, 
para determinar si estas cepas son patógenicas, sería necesario realizar pruebas de identificación 
adicionales, como ensayos de patogenicidad o secuenciación de estas cepas para efectivamente 
comprobar si son Pss o alguna cepa de Ps que pueda potencialmente ser patógena.  
Es importante destacar, que se generó la amplificación de un producto de tamaño 
esperado para los genes syrB y cfl en cepas que no fueron identificadas como Ps, ni tampoco 
como Pseudomonas spp. Estas cepas, siendo la cepa 22 en la detección del gen syrB y la cepa 
25 en la detección del gen cfl, presentaron bandas que pueden significar la presencia de estos 
genes (Tabla 5). Si estos genes se encuentran en estas cepas, es posible que los hayan adquirido 
por parte de otras cepas en el árbol que los contengan y que no hayan sido aisladas en este 
trabajo. Hulin et al. (2018) investigaron sobre la ganancia de genes por parte de especies de Ps 
con especialización en Prunus avium y una posible razón es la transferencia horizontal de genes. 
Genes asociados a patogenicidad y virulencia son codificados en plásmidos y observaron 
evidencia de transferencia horizontal de algunos de éstos entre diferentes especies de Ps en 
cerezo, por lo que mencionan que la transferencia horizontal es un evento clave en la evolución 
de patogenicidad y adquisición de virulencia. Como cfl se encuentra contenido en plásmidos en 
Psm (Alarcón-Chaidez et al., 1999; Zhao et al., 2005), es posible haya ocurrido una transferencia 
horizontal de este gen hacia la cepa aislada en el presente trabajo. Si este fuese el caso, es 
importante mencionar que puede existir la posibilidad que Psm se encuentre presente. No 
obstante, para poder establecer esto, es necesario realizar secuenciación del amplificado 
obtenido por parte de esta cepa no identificada, para así corroborar se trate de este gen. Y, 
además, si es efectivamente el gen, es necesario realizar un muestreo mayor en caso de que 
Psm esté presente.  
En este trabajo, aún cuando se aislaron cepas de Ps, éstas pueden no ser patógenas y 
podrían tratarse de comensales para el árbol. Además, se aislaron cepas que aparentemente 
poseen genes para los factores de virulencia de ambos patovares descritos en causar cáncer 
bacteriano en cerezo, pero que no corresponden a la especie de Ps, ni al género Pseudomonas 
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spp. No obstante, todas estas cepas fueron aisladas de muestras que presentaban síntomas de 
la enfermedad. Por ello, es importante mencionar, que existe la posibilidad de que estas cepas 
estén involucradas en el cáncer bacteriano en cerezo como no como patógenos en sí, si no como 
una forma indirecta de patogenicidad en un consorcio con cepas patógenas. Un patógeno 
virulento, un hospedero susceptible y condiciones medioambientales favorables para la aparición 
de enfermedades, es usualmente lo que se evalúa en patología en plantas. Pero a esto, se le 
adiciona el microbioma de la planta como potencial factor, debido a que estas comunidades 
microbianas pueden influenciar la inmunidad del hospedero, su respuesta y/o la virulencia del 
patógeno, lo que conlleva a diferentes resultados en la enfermedad (Hacquard et al. 2017). Xin et 
al. (2018) proponen la posibilidad de que Ps requiere de ciertos factores de virulencia bajo 
condiciones medioambientales fluctuantes, lo que puede además estar influenciado por otros 
factores bióticos como la microbiota y cómo ésta influye por sobre la infección de Ps. Esto podría 
ser el caso con los resultados obtenidos en este trabajo, donde los factores de virulencia que 
probablemente están contenidos en cepas no pertenecientes a Ps, pueden influenciar en el 
cáncer bacteriano. Por ello, se sugiere identificar estas cepas por medio de secuenciación para 
conocer a qué especies corresponden y su posible rol en la epidemiología del cáncer bacteriano 
en cerezo. Además, la toxina coronatina se ha descrito como no específica de hospedero 
(Alarcón-Chaidez et al., 1999), por lo que, si ocurrió una transferencia de este gen, sólo con su 
presencia podría contribuir a la virulencia. Por otro lado, Dulla et al. (2010) describe como 
bacterias epífitas que viven naturalmente en variadas plantas, incrementan la virulencia de Pss 
al interferir con el sistema de quorum-sensing, lo que se traduce en una aumentada movilidad de 
Pss. En general, se comprende pobremente el cómo Ps interactúa con múltiples miembros del 
microbioma endógeno de la planta en un contexto de comunidad, ya que múltiples interacciones 
de microorganismo-microorganismo, microorganismo-patógeno y microorganismo-planta pueden 
potencialmente neutralizar la enfermedad o generar efectos sinérgicos en ésta (Xin et al., 2018). 
Por otra parte, la razón por la cual no fue posible identificar Pss en estas muestras, puede 
ser que el patovar hubiese estado localizado endófitamente, aunque se ha observado la presencia 
de este patógeno en lesiones cancerosas (Serri y Ocampo, 2005) y puede encontrarse de forma 
epífita en sitios que no presenten un daño (Cruz, 1999). O bien, puede ser que simplemente en 
las muestras con las que se trabajó no se encontraba el patógeno. Por ello, para aislar Pss desde 
árboles de cerezo afectados con cáncer, se sugiere contar con un aumentado número de 
muestras de diferentes árboles con la enfermedad y que provengan de diferentes sitios del país, 
además de incluir árboles sanos en que pueda encontrarse al patovar de forma epífita. 
38 
 
Como resultante de este trabajo, se refuta la hipótesis de Pseudomonas syringae pv. 
syringae es el principal fitopatógeno presente en lesiones de cáncer bacteriano en cerezo, al no 
haberse aislado Pss desde las muestras trabajadas. Además, si bien no se identificaron los 
patovares descritos como causales en el cáncer bacteriano en cerezo, fue posible la identificación 
de 8 cepas de Pseudomonas, de las cuales 3 correspondieron a la especie de Ps. Si estas cepas 
de Ps poseen un potencial en patogenicidad en árboles de cerezo o en otros hospederos, 
significaría un problema en la regulación y prevención de la enfermedad. Si esto se le suma la 
posibilidad de un consorcio entre Ps comensales y otras especies de bacterias que contengan 
factores de virulencia descritos en patovares, se acompleja aún más la situación de control y 
prevención del ingreso de nuevas cepas que puedan influenciar en la aparición del cáncer 
bacteriano. 
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6. Conclusión y Proyecciones 
 
En el presente trabajo, se aislaron e identificaron 8 cepas del género Pseudomonas spp 
en muestras de cerezo con síntomas de cáncer bacteriano a través de una caracterización 
fenotípica. Estas mostraron en el análisis fenotípico características similares Pseudomonas spp 
a excepción de algunas en la movilidad, que, en comparación con datos bibliográficos, resultan 
poco común pero posibles de aislar Pseudomonas no móviles. 
Las cepas seleccionadas en la caracterización fenotípica fueron corroboradas como 
Pseudomonas spp por medio de una caracterización genotípica. De estas cepas, 3 se 
identificaron como pertenecientes a la especie Pseudomonas syringae, las cuales no fueron 
identificadas como los patovares descritos como causantes del cáncer bacteriano en cerezo, por 
lo que pueden tratarse de Pseudomonas syringae no patógenas para estos árboles. Si bien 
algunas Pseudomonas syringae pueden ser comensales en plantas, existe la posibilidad de 
adquisición de virulencia si las condiciones ambientales son favorables, además que puedan no 
ser patógenos de cerezo, pero podrían serlo para otras especies vegetales. Cabe mencionar, que 
se obtuvieron amplificados de factores de virulencia en cepas no identificadas como 
Pseudomonas syringae ni Pseudomonas spp., de lo cual se infiere que pudo de haber ocurrido 
una transferencia horizontal de estos genes por parte de otras cepas.  
Como proyección del trabajo, el aislamiento de estas cepas de Pseudomonas syringae 
desde las muestras de cáncer bacteriano de cerezo trabajadas, podrían utilizarse para determinar 
si poseen patogenicidad en cerezo o en otra especie vegetal. Por otra parte, si se continúa la 
búsqueda con muestras de diferentes árboles de cerezo y que provengan de diversas partes del 
país, podría aislarse eventualmente a Pseudomonas syringae pv. syringae y posiblemente 
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, además de cepas como las aisladas en el presente 
trabajo, que no sean identificadas como la especie Pseudomonas syringae y que posean los 
genes de virulencia de patovares descritos, lo que podría tener significancia en la epidemiología 
de esta enfermedad al sugerir un posible consorcio.    
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